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NOUVEAU PROCEDE DE SYNTHESE DE COMPOSES DE TYPE CERAMIDE. 

La prdsente invention se rapporte au domaine de la chimie des corps gras et plus 

particuli^ement aux proc^d^s de synthase enzymatique de composes de type ceramide. 

La pr6sente invention reside essentiellement dans la synthase de composes de type ceramide 
de fonnule g&i6rale (I) : 

AG — n — N Am-Alc — O p AG" (|) 

0 O 

, dans laquelle le groupement Am-Alc repr6sente une chaJne hydrocarbonee 
pr6f6rentiellement satur6e, lin6aire, 6ventuellement rainifide, comportant de2k6 atomes de 
carbone, et issue d'un amino-alcool ; X rq)r6sente un hydrogfene ou une chalne carbon6e 
contenant de 1 a 4 atomes de carbone. 6ventueUement hydroxylde sur les carbones en position 
2' et/ou suivants de la fonction amine ; et les groupements AG et AG' d6signent chacun une 
chaine hydrocarbonee, satur6e ou insaturfe, issue d'un acide gras et comportant de 4 i 30 
atomes de carbone et 6ventuellement hydroxyl6 ; les deux groupements AG et AG' pouvant 
6tre identiques ou diflf&ents. 

Plus pardcuUferement. la pr6sente invention a pour objet un nouveau precede de synthase 
enzymatique de ces composes de type ceramide, a partir d'acides gras et/ou d'esters d'acide 
gras, et d'amino-alcools, comportant au moins une etape d'amidification et une etape 
d'esterification, toutes deux r6alis6es par voie enzymatique, dans un ordre indifferent. • 

Les c^ramides figurent parmi les constituants lipidiques les pliis importants du stratum 
.comeum. Us sont constitu6s d'une longue chaine carbon6e, li^e h un acide gras par 
l'interm6diaire d'une liaison amide, lis sont naturellement presents k l'6tat de traces au niveau 
des tissus ou ils ont des effets biologiques importants. 

Exer9ant un role vital dans le maintien de la perm&bilit^ des tissus en eau, les ceramides sont 
etroitement U6es au vieiUissement cutan6. En efFet, on sait que I'apparence de la peau est 
essentiellement li^e k la constitution en eau de ses difKrentes couches. Or I'altdration des 
lipides membranaires, notammem du fail de I'utilisation de detergents souvent rCsponsablcs 
de leur' Elimination, a pour consequence d'augmenter la perte en eau. En outre, cette 
destruction de la barri^re cutande conduit k une augmentation de la sensibiKt6 cutan^e et k une 
irritation potentielle.- (Kersher M. et al., Eur. J. Dermatol, 1991. 139-43; Imokawa G..et al. 
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J.Soc-Cosmet.Chem., 1989, 40, 273-285). De nombreuses 6tudes, teUes que ceUes 
mentionnees dans les brevets US 5,476,671, W095/34531 ou dans la publication R.D. 
Petersen. Cosm. Toil, 1992, 107. 45 ont montr^ que I'application topique de c&amides 
pennet de compenser leur Elimination, ou leur degradation. Ces composfe sont done d'une 
grande utility, particuUdrement dans le domaine de la cosm6tologie et de la dermatologie. 

Constituants naturels de presque tous les 6tres vivants, les c6ramides peuvent Sire obtenus par 
extraction k partir d'animaux (Lambes H., 2^ ASCS, 1995, 106-125). de plantes (WO 
9221321, Rousset G., Inocosm. Lab) ou de levures (WO 9410131. Casey J. et al., Unilever). 
Cependant, ces proc^dfe d'extraction sont souvent longs et limitfe par la disponibilit6 des 
sources natureUes. Ceci augmente, en outre, le cott des c^ramides ainsi obtenus. 

De nombreux analogues des c6ramides naturels, d6nomm6s pseudo-ceramides, ont de ce fait 
ae synthetises par voie chimique. Les pseudo-ceramides ou composes de type cdramide 
ressemblent aux c6ramides, sans toutefois leur 6tre " identiques. Ainsi, dans le brevet 
EP028281 (Ohashi Yukihiro et al., Kao Corp.. 1988), on a d6crit un proc6d6 de synthase de 
pseudo-c6ramides par reaction entre un 6ther de glycidyle et un amino-alcool, lequel est 
ensuite substituE par un acide gras via une liaison amide. Trois 6tapes consteudves sont ainsi 
requises pour Tobtaition du pseudo-ceramide. 

Dans le brevet US 5.221,757 (Ohashi Yu kihiro et al., Kao Corp, 1993), on a ^galement decrit' 
une synthase similaire de pseudo-ceramides, en 2 i 6 dtapes, par reaction entre du glycidyl 
ether, un amino-alcool et un acide gras. Ce proc6de de synthase s'avere cependant trds 
couteux, relativement compliqu6 et ne constitue pas une solution satisfaisante pour la 
synthase de structures varices. 

Un autre brevet WO 92/03 129 (Hannun Yusuf et al.. Univ-Duke. 1992) expose la synthase de 
pseudo-ceramides ayant une structure proche des ceramides naturels. Cependant, ce procede 
est trop complexe pour pouvoir 6tre exploite k I'echelle industrielle. 

Dans la demande de brevet FR 2 757 853( Pacific Corporation. 1998). on a expose un procede 
de synthase chimique de composes egalement trds proches des ceramides naturels. Ce 
document enumfere en outre, sans plus de precision, des structures de ceramides naturels 
derives de sphingosine et done hydroxyies en position alpha sur les deux chaJnes. 
Selon une toute autre methode decrite dans le brevet EP 0884 305 (L'Oreal, 19^8), des 
derives de type ceramide ont pu 6tre synthetises par reaction, sous irradiation par micro- 
ondes, d'un acide gras avec un amino-alcool de structure definie. Cependant, une telle 
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synthese s'eflfectue k une temperature 6lcv6c, ce qui n'est pas toujours adapts a certaim 
composes fragUes, tels que les derives d'acides gras insatur6s. 

D'une manidre generale. les proc^dds de synth^e chimique sont en outre peu s^lectifs, 
comportent de multiples Stapes, necessitent bien souvent des reactions interm^diaires de 
protection de certaines fonctions et requidrent des r^actifs cofiteux et/ou toxiques. Aiusi le 
brevet EPO 968 998 (Elf Atochem SA) d^crit un proc6d6 de synthase chimique de composes 
analogues de c&amides k partii d'agent acylant et d'amino-alcool. Ce proced6 de synthese 
present© cependant I'inconvdnient d'etre trfes peu s6Iectif. de sorte qu'un rendement molaire 
inf6rieur a 75% est obtenu. II est mentionn6 que les etapes de synthese peuvent 6tre egalement 
e£fectu6es par voie enzymatique et en particulier par des esterases classiques notamment les 
lipases et les proteases, sans plus de pr6cision quant k leur mise en oeuvre ou quant k un 
avantage escompte pour cette voie. 

La voie biotechnolo^que par synthase enzymatique des composants de type ceramide a 6t6 en 
effet largement explorfe. Ainsi. on a decrit dans le brevet WO 942 6919 (Gist Brocades, 
1997) un proc6d6 de synthase utiUsant une Upase de Pseudomonas alcaligenes pour r^aliser la 
liaison amide entre la phytosphingosine et le stearate de m^thyle. Cependant, cette reaction 
requiert un solvant bien particulier, de preference du tetrahydrofurane (THF). De ce fait, une 
telle voie de synthase est tres cofiteuse et done peu appropiiee k une utiUsation industrielle. 
D'autres pubUcations d6crivent I'utiUsation de Upases pour la production de liaisons amide 
dans un solvant organique. notamment celles de Zaks A. et al;( Proc. Natl Acad. Set U.S.A., 
.1985, 82, 3192-3196) et Margolin A. L. et al.(J.Am. Chem. Soc, 1987, 109, 3802-3804.) 
Toutefois, dans cette etude, la reaction d'amidation de lysosphingolipides, classe.d'amino- 
alcools n6cessaire k la synthase de c6ramides. s'est x6v6l6e inftuctueuse. quelle que soit la 
nature de la lipase. L'utilisation de lipases sur des r^actifs poss^dant plusieurs groupements 
fonctionnels tels que les amino-alcools a 6galement 6t6 rapportee dans la litterature. Plusieurs 
facteurs pourraient ainsi influencer fortement la formation des produits, notamment le type de 
lipase, le type de substrat mais egalement le type de solvant utilise. 

Des etudes realisdes par BistUne R. G. et al.,( JAOCS, 1991, 68, 95-98) ainsi que par 
Djeghaba Z. et al, (Tetrahedron Lett., 1991, 32, 761-762) ont d'aiUeurs demontr6 que la 
nature du solvant pouvait avoir une influence sur I'activite et la selectivity de I'enzyme lors 
des reactions d'amidation. De meme, Montet D. et al. ( Revue Fran9aise des Corps 'oias, 
1989, 36, 79-83) a montfe que, lors de la reaction diacylation de I'amino-propanol par la 
hpase de Mucor miehei dans un solvant organique, la seiectivite est fortement influencee par 
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la nature du solvant 11 faut noter que I'utilisation de cette lipase n'a pas peimis d'effectuer la 
reaction d'amidation avec le lysosphingolipide. Toutes les Upases ne sont efifectivement pas 
capables de r^aliser la liaison amide necessaire k la synthase de c^iamides. Ceci a notamment 
6te montrd dans une autre publication de Montet D. et al. ( Fat Sci. Techno!., 1989, 91, 14- 
18). Un document brevet (EP 0298796, GraiUe, J. et al.) mentionne 6galement ce risultat et 
dterit im proc6d6 permettant d'efifectuer une amidation notamment avec I'enzyme de Mucor 
miehei. Malgr^ des conditions tres definies, les rendements obtenus avec cette conversion 
restent trbs variables, comme en t^moignent les tests effectuds, et avec un maximum 
d'environ 80% de conversion. De tels rendements sont insuffisants pour permettre une 
exploitation rentable de ces reactions enzymatiques. 

Ainsi, aucun des proc6d6s d6crits dans I'art ant^rieur n'avait jusqu'alors permis de synthetiser 
des composes de type cdramide. de maniere satisfaisante. Or, de tels composes pr6sentent un 
grand int^rSt 6galement pour I'industrie des amphiphiles en general, dans des domaines aussi 
divers que les produits tensioactifs, des agents mouillants, des produits anticorrosion etc. 
ces mol6cules pouvant trouver des applications aussi bien industrielles, menagSres, 
cosm^tiques que pharmaceutiques. II existait done un besoin reel et permanent de trouver un 
precede de synthase de composes de type c^ramide qui soit k la fois simple, efficace, 
^conomique et compatible avec des conditions industrielles. 

Ce probldme technique a 6t6 r^solu, de maniere particulierement suiprenante, selon la 
pr6sente invention, par un proced6 de synthese comprenant au moins une etape 
d'amidification efiFectu6e par I'enzyme Lipase B de Candida antartica et une 6tape 
d'estdrification ^galement r6alis6e par une enzyme de type lipasp. 

A la difference de I'art antdrieur, un tel precede est remarquable en ce qu'il comporte 
settlement deux Stapes, simples et rapides, ne n6cessite ni solvant, ni purification et s'efiectue 
avec un rendement quantitatif pour chacune de ces deux etapes. L'utilisation d'enzymes 
permet. en outre, d'obtenir une tr^s grande s61ectivit6 dans le produit d^sird Ce proc&ld 
constitue done une solution aux difficultes rencontr^es jusqu'i maintenant pour la synthese 
des composes de type c6ramide. 

La pr^sente invention a pour objet un proc'ed6 de synthase de composes de type c^ramide 
comportant au moins une etape d'amidification efiectude par Tenzyme Lipase B de Candida 
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antartica et une etape d'esterification, 6galement realis^e par une enzyme de type Upase, 
lesdits composes de type ceramide 6tant de fonnule g6n6rale (I) : 



AG — [] — ^ Am-Alc O p AG' (I) 



O 



, dans laquelle le groupement Am-Alc repr&ente une cha&ie hydrocarbon^ saturfe, lin^aiie, 
eventueUement ramifi^e, comportant de 2 4 6 atomes de carbone, issue d'un amino-alcool ; X 
repr6sente un hydrogfene ou une chalne carbon6e contenant de 1 i 4 atomes de carbone, 
6ventuellement hydroxylee sur les carbones en position 2' et/ou suivants de la fonction 
amine ; et les groupements not6s AG et AG' d&ignent chacun une chaine carbonde. saturfe 
ou insatur^e. EventueUement hydroxylee et comportant de 4 ^ 30 atomes de carbone, issue 
d'un acide gras et/ou d'un ester d'acide gras ; les deux groupements AG et AG' pouvant atre 
identiques ou diff^ents. 

Les composes de type c6ramide obtenus selon la presente invention, constituent une categorie 
particulidre de pseudo-cEramides. Par pseudo-c6ramides, on entend g6neralement des 
composes comportant une fonction amide et une autre liaison. Selon la presente invention, les 
pseudo-ceramides de formule (I) se distinguent par le fait que la Uaison suppl6mentaire est de 
type ester. Cette liaison ester est specifiquement orientee dans la molecule. Ainsi, ces 
composes de type ceramide sont particuliferement proches des cEramides naturels ou des 
pseudo-c6ramides issus de synthases chimiques. Du fait de leurs groupements chimiques 
similakes, ils pr6sentent ainsi souvent les mSmes propri6t&. 

Par rendement quantitatif. on entend selon I'invention un rendement sup^rieur k 93%.. Un 
rendement quasiment de 100% est meme obtenu lors de I'Etape d'amidification. 
Les deux etapes, ci-apr^s decrites plus amplement, sont ind^pendantes et peuvent 6tre 
effectu^es successivement et/ou simultanEment, dans un ordre diffiSrent. sans que cela n'ait de 
consequence sur la structure du produit synthdtis6. 

Selon I'invention, on entend par 6tape d'amidification, l'6tape qui consiste k faire reagir un 
amino-alcool, avec un acide gras et/ou un ester d'acide gras. Lorsqu'il s'agit de la premiere 
6te.pe, eUe peut Stre rcpr6scnt6e par le schema r^actionnel (A) suivant, menant k obtention de 
composes interm^iaires de fonnule Ql): ' - 
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AG-^OR +XHN— Am-Alc— OH ^ AQ-r-^— Am-AI— OH + HOR (A) 

o o 

(II) 

Selon rinvention, R d&igne un hydrogtoe ou une chaine carbonte contenant de 1 a 5 atomes 
de caibone, tels que notamment un groupement m^thyle, ethyle, propyle, butyle, pentyle, 
^ventueUement substitu6 tel qu'un groupement glycerol (trihydroxypropane). Cependant, R 
peut 6tre aussi tout groupement chimique, pour autant qu'U ne provoque pas d'encombrement 
st^rique susceptible de nuire a l'accessibilit6 de la fonction carboxyle de I'acide gras ou ester 
de Tester d'acide gras. En outre, R sera choisi de preference de telle.sorte que I'alcool ROH 
forme soit volatile, conune par exemple I'ethanol. I'lsopropanol. Dans le cas contraire. une 
etape de purification sera ndcessaire et pourra par exemple se faire par chromatographie 
liquide a haute performance (HPLC), par chromatographie sur colonne de siUce ou par 
cristallisation. 

Lors de cette dtape d'amidification. la liaison amide est fonnee entre la fonction carbonyle 
d'un acide gras ou I'ester correspondant, et la fonction amine primaire ou secondaire d'un 
amino-alcool ou d'un ester d'amino-alcool, par une enzyme de type lipase. Plus 
particuUerement, on utilise la Upase B de Candida antartica. appartenant aux classes des 
triacylglycerol hydrolases et carboxylest6rases (classe enzymatique EC 3.1.1.3). fl peut 
notamment s'agir de la lipase conmierciahs6e par la soci6t6 Novozymes SA, sous la 
denomination Novozym® 435, produite par fermentation du microorganisme g6n6tiquement 
modifie Aspergillus oryzae et avantageusement immobilis6e sur support. La mise en oeuvie 
n'est pas limit^e k I'usage de I'enzyme commerciaUste pr^sentement par cette Soci6t6. 
Cependant, U convient de noter qu'il doit s»agir de ce type de Upase pour obtenir un bon 
rendement, conform6ment k la pr6sente invention. 

De maniire pr6ferentielle, lors de I'amidification, on utilisera les reactifs en conditions 
stcechiometriques de fafon a ce que, dans ces proportions, l'int6gmUt6 des r6actifs soit 
consomm6e, afin d'6viter les rdactifs residuels. 

Par dtape d'estMcation, on entend selon I'invention. la reaction par laquelle un acide gras 
ou un ester d'acide gras est greff6 sur la fonction alcool libre, teiminale ou non. d'un amino- 
alcool. Consid6rant le cas ot cette 6tape feit suite k I'amidification, elle peut Stre representee 
par le schema reactioimel (E) smvant: 
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AO-j-N Am-AI — OH + AG--|pOR AG— |p-N- Am.Alo-0-jT— AG' + HOR ( E ) 

O O • o 

(ID (,) 
Selon I'invention, R designe un hydrogtoe ou une chalne carbon6e comportant de 1 i 5 
atomes de carbone, tels que notamment un groupement mdthyle, ethyle, propyle, butyle, 
isobutyle, terbutyle, pentyle, isopentyle, ^ventueUement substitue tel qu'un groupement 
glycerol (trihydroxypropane) ou trim^thylolpropane. Cependant, R .pourrait etre tout 
groupement chimique inerte pour autant qu'U ne provoque pas d'encombrement st^que 
susceptible de nuire k I'accessibiUt^ de la fonction carboxyle de I'acide gras ou ester de 
r ester d'acide gras. En outre, conome pour Tamidification, R doit Stre tel que I'alcool ROH 
form6 soit volatU tel que l'6thanoI, I'isopropanol. Dans le cas contraire, une 6tape de 
purification serait n6cessaire et pourrait se faire. par exemple, par distillation. 

Lors de cette 6tape. d'estdrification, la liaison ester est realis^e entre le groupement hydroxyle 
du compose de formule (II) (amide-alcool). et le groupement caiboxyle de I'acide gras ou 
Tester d'acide gras. satur6 ou insatur6, par un enzyme de type lipase et plus particuliferement 
par une lipase appartenant a la classe des triacylglycdrol hydrolases (classe enzymatique EC 
3.1.1.3). 

Lors de cette 6tape. on pourra, de fafon plus g6n6rale, utUiser toute enzyme capable de 
catalyser specifiquement ces r6actions de Uaisons ester. Cependant, on pr6f&re en particuUer 
la lipase de Rhizomucor miehei. En effet, il a 6galement 6te d6couvert que cette enzyme ne 
requiert pas de solvant et du fait de sa specificity, prdsente I'avantage d'effectuer la 
conversion en ester avec un trds bon rendement Elle participe ainsi k Tam^lioration du 
rendement du proced6 global de synthese des c^ramides selon la pr6sente invention. 
En particuUer, mais sans que cela soit limitatif, on peut utiliser la Upase commercialis6e par la 
society Novozymes SA sous la denomination Lipozyme® RM IM, ^galement produite par 
fermentation du microorganisme gdn^tiquement modifi6 Aspergillus oryzae et 
avantageusement immobilisee sur support. 

Selon un mode particuliferement int6ressant de mise en oeuvre du proc6d6, on utiUse la 
lipase B de Candida arUarHca lors de I'^ape d'^midification et la lipase de Rhizomucor 
miehei lors de l'6tape d'est&ificatioa Ces deux enzymes possedent, en effet, une trfes forte 
s61ectivit6. Ainsi. Novozym® 435 ne r^aUse que I'etape d'amidification et Lipozyme® RM 
IM que I'etape d'est6rification. fl est important alors de noter que I'enchainement des Stapes 
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avec ces deux enzymes peut etre inverse sans affecter la nature du produit et avec un 
rendement similaire. 

En outre, on pourra mSme efifectuer ces deux Stapes de fepon simultanee. Si on utilise un seul 
type d'acide gras. les chaines AG et AG' 6tant identiques, un seul compos6 de type c^ramide 
de formule I sera obtenu, comportant deux groupements AG et AG' identiques. En revanche, 
en utilisant deux types ou plus d'acides gras. on obtiendra un melange de composes de type, 
c^ramide, tous de formule Q mais contenant les diffdrentes combinaisons possibles des 
difiKrents groupements carbon6s AG et AG'. 

Lors de chacune de ces reactions, on utilise avantageusement des Upases immobiUs6es sur un 
support organique inerte, ce qui permet de les dliminer ais^ment du milieu r^ctionnel et de 
pouvoir ensuite les recycler. De maniere pr6f6rentielle, eUes seront adsorb^es sur une resine 
macroporeuse teUes que le sont les enzymes Novozym® 435 et Lipozyme®.RM IM. Le cout 
de ce proc6d6 est, en effet, trhs avantageusement r6duit par recyclage de I'enzyme. II a ainsi 
6te constat6 que Novozym® 435 peut Stre recycl6e environ dix fois sans perte d'activite.pour 
la reaction d'amidification selon ce proc6d6. 

Plus pr6cis6ment, le proced6 de synthese selon I'invention peut 6tre mis en oeuvre de la 
maniere prefdrentieUe suivante : 

-I'dtape de formation de I'amide a lieu en mdlangeant, dans des conditions stcechfomdtriques, 
i'acide gras ou I'ester correspondant, avec un amino-alcool, en pr&ence d'une lipase telle que 
Novozym® 435. La reaction est r&Usee k une temp6rature comprise entre 40 et 100°C, et 
pr6f6ientiellement entre 55 et 85''C. On peut I'effectuer k la pression atmospMrique ou'en 
utilisant un vide compris entre 500 et 1 mbars, pr6ferentiellement compris entre 200 et 30 
mbars. Pour obtenir un rendement quantitatif minimal d'au moins 93% environ dans ces 
conditions, la reaction estpoursuivie pendant au moins 16 heures, et de prdf6rence pendant au 
moins 20 heures, 

-retape de formation de la fonction ester est effectute en faisant reagu: I'amide obtenu lors de 
la premiere dtape avec un acide gras ou I'ester correspondant. en presence d'une Upase teUe 
que Lipozyme® RM IM. Le ratio ester d'acide gras sur I'amide-alcool est compris entre 1 et 
2, mais pr6f6rentieUement entre 1 et 1.5. La reaction est r^alis6e k une temperature comprise , 
entre 40 et PO^C. de preference entre 50 et 70«C. BUe est efifectu6e k pression atmospherique 
ou en utUisant un vide partiel compris entre 500 et 1 mbars et prdf^rentieUement entre 200 et 
30 mbars. Pour obtenk un rendement quantitatif mmimal de I'ordre de 93% dans ces 
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conditions, la r&ction est poursuivie pendant au moins 18heures, et de pr6f6rence pendant au 
moins 24 heures. 

De fafon avantageuse, on realise chaque etape sous un vide partiel compris entre 200 et 
SOmbars. En efifet. il s'avfire que I'utilisation du vide permet d'61iminer I'eau ou I'alcool 
5 fonn6 lors de la condensation au fur et a mesure. et d'acc616rer considerablement la cinetique 
de la reaction. En outre, par le vide, on limite la degradation d'un grand nombre d'acides gras 
oxydables. 

Pour les raisons prec^emment expHqu6es, on doit insister. en outre, sur le fait que Tordre 
d'enchainement des deux r6actions avec ces deux enzymes n'est donne qu'^ titre d'exemple et 
10 ne doit pas etre consider^ comme limitatif. 11 est laiss6 k I'initiative de I'exp^rimentateur. 

Ainsi. selon une variante de realisation, la synthase pent Stre effectu6e selon une premifere 
etape d'esterification qui pent 6tre representee par le schema reactionnel (E') suivant: 

XHN-Am-/..-OH + AG^OR ^ XHN- Am-Alc-o-^AG' + HOR ( P ) 

O 

(III) 

15 Cette etape d'esterification. s'efFectue entre un amino-alcool.' et un acide gr^ et/ou ester 
d'acide gras afin d'obtenir un amino-ester d'acide gras, dans les conditions precedemment 
decrites pour effectuer la reaction E, favorables 4 1'esterification. 

La deuxieme etape sera la reaction d'amidification qui peut gtre representee par le schema 
r6actionnel (A') suivant: 

>(- 

XHN- AnvAlc -O-jp- AC + AG— jpOR AG-n— A- AnvAlo-o-j^- AG' + HOR ( A* ) 

O O O *6 

20 (III) (I) 

Cette deuxieme etape de synth^e est realises entre I'amino-ester d'acide gras precedemment 
obtenu et un acide gras ou Tester d'acide gras, .dans les conditions precedemment decrites 
pour effectuer la reaction A. 



25 



I 

Loxsqu'on utilise la Kpase B de Candida antartica et la lipase de Rhizomucor miehei, aucun 
solvant n'est necessaire durant chacune des etapes de synthase des pseudo-ceramides. En 
effet, a une temperature superieure k 65«'C environ lors de chaque reaction, les reactifs et les 
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produits sont sous forme liquide, ce qui leur pennet d'exercer 6galement une fonction de 
solvant. Ceci pennet avantageusement de se dispenser d'une 6tape de purification finale des 
composes (I) ainsi form6s. 

II convient de noter qu'on obtient les composes de formule (I) sous forme de melange avec 
des acides gras et/ou des esters d'acide gras r^siduels comme par exemple le palmitate 
d'ethyle. Ce composd residuel ne constitue pas un inconvenient pour une formulatioh sous 
forme de compositions cosmetiques ou dermatologiques. Neanmoins, si n&essaire, le 
compost de formule (I) pent etre punfi6 selon les methodes habituelles de separation tJlles 
que notamment par chromatographie liquide k haute performance (HPLQou par passage sur 
colonne de silice ou de cellulose, ou par caristallisation. 

Le precede selon I'invention comprend ainsi avantageusement un nombre reduit d'etapes, au 
minimum une ou deux (amidification et esterification, de maniere simultanee ou successive). 
Les-composes de fonnule (I) etant particuli^rement stables, d'autres etapes peuvent cependaut 
etre ajoutees, notamment apres les deux etapes d'amidification et d' esterification, telles que la 
formation de derives d'alcoylation, d'oxydation ou de reduction. 

Dans le cas oiX on souhaite utiliset un solvant notamment I'ether tertiobutylique (TBEE) ou 
I'hexane, la synth&e s*effectuera sous pression atmospherique. 

Les temperatures maximales des reactions sont determinees par les capacites de recyclage des 
enzymes. De manidre generale, I'homme du metier comprendia que les conditions de 
synthase peuvent varier en fonction de plusieurs facteurs, notamment de la concentration en 
enzymes et en reactifs, du pH, de la temperature. Lors de chaque etape, on essaiera de se 
rapprocher des conditions optimales d'activite des enzymes. A titre d'exemple, mais sans que 
cela ne soil limitati^ on se referera aux procedes decrits dans les exemples 1 a 21. 
La poursuite de chaque reaction au deU du temps indique pour les conditions precitees ne 
presente pas d'inconvenient mais elle ne cbnduit pas necessairement k une augmentation du 
rendement 

Les acides gras et /ou esters d'acides gras utilisables selon le precede de la presente invention 
ont unc chainc carboncc AG ou AG', pref6rcnticllcmcnt lindairc, contcnant entrc 4 et 30 
atomes de carbone, saturee ou insaturee. et eventueUeifaent hydroxyiee. De preference, on 
choisira ceux qui sont constitues de 10 k 22 atomes de carbone. En outre, de preference] les 
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acides gras ne portent pas d'hydroxylation en alpha de la fonction carboxyUque ou ester de 
I'acide gras, afin d'^viter les acylations paraUdles, notamment lors de l'est6rification. 
A titre d'exemples d'acides gras pr6f6r6s, on peut notanunent citer : 

- I'acide caprique (acide d6canoique) 
5 - I'acide und6canoi'que 

- I'acide laurique (acide dod6canoique) 

- I'acide myristique (acide t6tradecanoique) 

- I'acide palinitique (acide hexaddcanoique) 

- I'acide st6arique (acide octadecanoique) 
10 - I'acide ol^ique (acide octad6ca-9-6noique) 

- I'acide ricinoldique (acide 12-hydroxy-octadeca-9-enoique) 

- I'acide linoMique (acide octad6ca-9,12-dienoique) 

- I'acide linoMnique (a : acidpoctadeca -9,12,15-tri6noique ou y: acide octadeca-6,9,12- 

tri^noique) 

15 - I'acide eicosapentadnoique (acide eicosa-5,8,ll,14,17-pentaenoique) 

- I'acide docosahexa&ioique (acide docosa-4,7,10,13,16,19-hexaenorque) 

- I'acide st&ridonique (acide octad6ca-6,9,12,15-tdtra6noTque) 

- I'acide aleuiitolique ( acide 9,10,1 6-frihydroxy hexad^canolque) 



20 



25 



30 



Parmi les esters d'acides gras utilisables, on peut notamment citer les esters m^thyUque, 
6tiiyUque, propylique, isopropylique. terbutylique,...Les d6riv& phosphotyl6s tels que 
certains d6riv& de sphingosine sont ea revanche exclus. 

Les acides gras ou les esters d'acides gras peuvent 6tre utilises purs ou sous forme d'un 
melange d'acides gras, notamment extraits de micro-algues tel que la spiruline. d'une huile 
vegdtale, telle que par exemple, I'huile d'onagre, de bourrache, ou d'huile animale telles que 
les huiles de poissons. n pourra notamment s'agir d'un mdlange d'acides gras provenant de la 
saponification d'huiles. 

Les amino-alcools utilisables, selon le proc6de de la prdsente invention, possedent un ou 
plusicurs groupements hydroxyles primaires ou secondaires. La fonction amine peut Stre 
primaire ou secondaire.- Pour optimiser le rendement, on utiUseik pr6f6rentieUement un 
amino-alcool poss6dant une fonction amine primaire. 
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Les amino-alcools utilisables, selon le proc6d6 de la presents invention, repondent k la 
formule g6n6rale (IV) : 




R3 



(IV) 

5 , dans laquelle : 

- n est un nombre entier choisi parmi les valeurs 1, 2 et 3, et m est un nombre entier choisi 
panni les valeiirs 1, 2 et 3. 

-X est choisi paimi Thydrogfene et une chaine carbon6e contenant de 1 a 4 atomes de carbone, 
6ventuellement hydroxylee sur les carbones en position 2' et/ou suivants de la fonction amine, 

10 -Rl est choisi parmi Thydrog^ne, et une chauie alkyle comportant de 1 ^ 4 atomes de carbone, 
de pr6f6rence satiir6e, lin^aire et eventuellement ranoifide et/ou hydroxylee, 
-R2 est choisi parmi Thydrogtoe, un hydroxyle, un groupement NH2 et une chaine alkyle 
comportant de 1 4 4 atomes de carbone, de preference satur^e, lin^aire, eventuellement 
ramifi^e et/ou hydroxylee, 

15 - R3 est choisi parmi Thydrogene, un hydroxyle et un groupement CH2OH 

et dans laquelle, au moins Tun des groupements Rl, R2 ou R3 contient im groupement 
hydroxyle. Ce proc6de, par les enzymes tres s^lectives qu'il met en oeuvre, presente 
Tavantage de permettre la synthese de composes de type ceramide de formule (I) avec im tres 
bon rendement, y compris lorsque le r6actif amino-alcool ne contient qu'un seul groupement 

20 hydroxyle. Ainsi selon un mode preftrentiel, un seul groupement Rl, R2 ou R3 contient un 
groupement hydroxyle. 

. Les amino-alcools sont done lin6aires, Eventuellement ramifies, de preference satur6s et 
contiennent de 2 i 6 atomes de carbone. De preference, ils sont partiellement solubles dans 
Tacide gras ou dans son ester d'acide gras qui constitue le reactif initial. 
25 A titre d'exemples d'amino-alcools preferds, on pent notamment citer : 

- 1-amino-2-propanol 

- 2-amino-l-propanol - 

- 3-amino-l-propanol 

- 2-(methylamino)ethanol 
30 - l-amino-2-butanol 
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- 2-amino-l-butanol 

- 3-amino-l-butanol 

- 4-amino-l-butanol 

- 2-ainino-2-methyl-l-propanol 
5 - 2-(ethylamino)ethanol 

- 2-ainmo-3-methyl-l-butanol 

1 - ainino-2-pentanol 

2- ammo- 1 -pentanol 
5 -amino- 1 -pentanol 

10 - 2-(propylainino)ethanol 
1 -ammo-2-hexanol 

- 2-aimno- 1 -hexanol 

- 6-ainino-l-hexanol 
diethanolamine 

15 - 3-amino-l,2-propanediol 

- 2-ainino- 1 ,3-propanediol 

- 2-amino-2-methyH ,3-propanediol 

- 2-ainino-2-ethyH ,3-propanediol 

- 2-amino-2-hydroxymethyl--l,3-propanediol 
20 - N-2,3,4,5,6-pentahydroxyhexylamine 

Les composes de type c6ramide. obtenus directement par ledit proc6d6 de synthase selon 
rinvention possddent la structure generale (I) : , 

t 

AG — C — N — Am-Alc — O — C — AG' (I) 

II . " 
O O 

, dans laquelle Am-Alc d6signe une chaine carbonic prefiSrentiellement satur6e, lineaire, 
25 6ventuellement ramifiee, comportant de 2 ^ 6 atomes de carbone, pr6f6rentiellement non 
hydroxylee ; X repr6sente un hydrogSne ou une chaine carbon€e contenant de 1 & 4 atomes de 
carbone, ^ventuellement hydroxylfe ^ur les carbones en position 2' et/ou suivants de la. 
fonction amine; les groupements AG et AG' reprdsentant chacun une chaine carbonde, saturfe 
ou insatur6e, 6ventuellement hydroxylee, comportant de 4 i 30 atomes de .carbone. 
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preferentiellement de 10 k 22 carbones, les deux groupements AG et AG' pouvant 6tre 
identiques ou differents. 

Ces composes de formule (I) contieiment done necessairement deux groupements oxy, 
separes par au moins une liaison amide et une liaison ester, et par une chaine carbonee Am- 
Alc. ns contiennent en outre deux chaines carbonees AG et AG' pouvant Stre identiques ou 
differentes selon les acides gras et/ou esters d'acides gras utilises comme reactifs. 

Les composes de formule (I) ont un point de fusion de Tordre de 60 a 65°C ce qui permet de 
les synth6tiser a temperature elevee et de faciliter leur incorporation dans les foimulations. 
Ces composes ont par ailleurs de bonnes proprietes de conservation, superieures k celles de 
Tamide simple correspondant de formule (II); 

Le procede peut etre utilis6 sur des composes optiquement actifs. Cette selectivity est en effet 
conserv^e dans le compos6 final (I). Lorsqu'ils pr^sentent au moins un atome de carbone 
asymetrique, ces nouveaux composes peuvent etre dedoubles en leurs isom^res ou leurs 
diast6reoisomeres erythro et threo. 

Parmi les nouveaux composes de type ceramide objet de Pinvention, on peut notanmient citer, 
non limitativement, k titre de composes pr6fer6s : 

- (3-decanoyloxy)-2-hydroxy propyl amide de I'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di^noique 

- (3-dodecanoyloxy)-2-hydroxy propyl amide de Tacide octadeca-9,12-cis-cis-dienoique 

- (3-tetrad6canoyloxy)-2-hydroxy propyl amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-dienoique 

- (3-hexadycanoyIoxy)-2-hydroxy propyl amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-didnoique 

- (3-octad6canoyloxy)-2-hydroxy propyl amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-dienoTque 

- (3-octadeca-9-di6noyIoxy)-2-hydroxy propyl amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-difenoique 

- (3-octad6ca-9,12-cis-cis-di6noyloxy)-2-hydroxy propyl amide de I'acide octadeca-9,12-cis- 
cis-difenoique 

- (3-octadeca-12-hydroxy-9 di6noyloxy)-2-hydroxy propyl amide de I'acide octadeca-9,12- 
cis-cis-dienoique 

- (3-eicosa-5,8,ll,14,17-penta6noyloxy)-2-hydroxy propyl amide de Tacide octad6ca-9,12- 
cis-cis-di6noique 

- (3-docosa-4,7,I0,16,19-hexaenoyloxy)-2-hydroxy propyl amide de I'acide octad6ca-9,12- 
cis-cis-di6noique 
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Lorsque l'6tape d'amidification selon ledit procedd est la premiere 6tape de synthase, les 
composes interm6diaires amides sont obtenus et ont la formule gen6rale (II) : 

X 

AG — ip-N ^Am-AI OH 

O 

(II) 

, dans laquelle le groupement Am-Alc repr6sente une chaine hydrocarbonfe saturee, lin&ire, 
5 6ventuellement ramifi^e, comportant de 2 a 6 atomes de carbone, d6riv6e d'un amino-alcool ; 
X repr6sente un hydrogene ou une chaine carbon6e contenant de 1 i 4 atomes de carbone, 
dventuellement hydroxyl^e sur les carbones en position 2' et/ou suivants de la fonction 
amine ; et le groupement AG ddsigne une chaine hydrocarbonee lindaire, satur6e ou non, 
comportant de 4 ^ 30 atomes de carbone, pref6rentiellement de 10 k 22 atomes de carbones et 
10 issue d'un acide gras. 

Ces composes intennediaires sont obtenus par amidification entre la fonction carboxyle des 
acides gras et/ou des esters d'acides gras et la fonction amine des amino-alcools selon le 
schema r&ctionnel (A) du proc6d6 objet de la pr^sente invention. Cette etape est ainsi rdalisde 
par la lipase B de Candida antartica dans les conditions pr6c6demment d^crites. 

15 Ces composes intennediaires sont particulidrement int6ressants en ce qii'ils peimettent 
d'obtenir les nouveaux composes de type ceramide en une seule dtape d'est6rification ( E ) 
d&rite selon la pr^sente inventipn. 

De tels composes interm6diaires amides se d^gradent cependant r^idement. C'est pourquoi il 
est souhaitable d'effectuer rapidement la reaction d'esterification conduisant aux pseiido- 
20 c^ramides (J) qui sont des composes plus stables. 

Parmi ces nouveaux composes intennediaires de foimule (II), on pent notamment citer k titre 
d'exemples : 

- (2-hydroxy-propyl) amide de I'acide octadeca-9, 12-cis-cis-di6norque 

- (1-hydroxymethyl-propyl) amide de I'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di6noique 
25 , - (2,3-dihydroxy-propyl) amide de I'acide octad6ca-9, 12-cis-cis7di6noique 

.- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de I'acide ddcanoique 

- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de I'acide dod6canoique 

- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de I'acide tetradecanoique 



wo 2004/108659 



16 



PCT/FR2004/001375 



- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de Tacide hexadecanoique 

- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de I'acide octaddcanoique 

- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de Tacide octad6c-9-cis-enoXque 

- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de Tacide octadeca-9,12-cis-cis-difenoYque 

- (2,3-dihydroxy-propyl) amide de Tacide 12-hydroxy-octadec-9-enoique 

Les exemples Ik 11 d6crivent plus pr6cis6ment les conditions de la reaction d'amidification. 

Lorsque T^tape d'esterification selon ledit proc6de est la premiere 6tape de synthase, les 
composes intermediaires esters sont obtenus et ont la formule g6n6rale (III) : 

XHN- Am-Alc— o-|j AG' 

O 

(III) 

, dans laquelle le groupement Am-Alc repr^sente une chaine hydrocarbon6e satur6e, lindaire, 
eventuellement ramifiee, comportant de 2 ^ 6 atomes de carbone, d6rivee d'un amino-alcool ; 
X represente un hydrogtee 6u une chaine carbon6e contenant de 1 a 4 atomes de carbone, 
eventuellement hydroxylee sur les carbones en position 2'et/ou suivants de la fonction amine ; 
et le groupement AG' designe une chaine hydrocarbonde lineaire, saturee ou non, comportant 
de 4 a 30 atomes de carbone, preferentiellement de 10 a 22 atomes de carbone et issue d'xm 
acide gras. 

Ces composes intermediaires sont obtenus par est6rij5cation entre la fonction carboxyle des 
acides gras et/ou des esters d'acides gras et la fonction hydroxyle des amino-alcools selon le 
schema r6actionnel (E') du proc6d6 objet de la pr6sente invention. Cette 6tape est ainsi 
rdalisee par la lipase de Rhizomucor miehei dans les conditions pr6c6demment decrites. 

Ces composes intermediaires sont particulierement int6ressants en ce qu'ils permettent 
d'obtenir les nouveaux composes de type c6ramides en une seule 6tape d'amidification (A') 
dterite selon la pr6sente invention. 

Parmi ces nouveaux composes intermediaires de formule (III), on peut notamment citer a titre 
d' exemples : 

- l-anmio-2-hydroxy propyl ester de Tacide ddcanoique 

- l-amino-2-hydroxy propyl ester de Tacide dod^canoique 

- 1 -amino-2-hydroxy propyl ester de Tacide t6trad6canoique 

- l-amino-2-hydroxy propyl ester de Tacide hexadecanoique 
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- l-aniino-2-hy(lroxy propyl ester de Tacide octad^canoi'que 

- l-ainmo-2-hydroxy propyl ester de I'acide octad6ca-9-6noIque 

- l-amino-2-hydroxy propyl ester de I'acide octad6ca-9,12rcis-cis-di6noique 

- l-amino-2-hydroxy propyl ester de I'acide 12-hydroxy octadeca-9-6noyque 

- l-amiiio-2-hydroxy propyl ester de I'acide eicosa-5,8,1 l,14,17-penta6noique 

- l-ainino-2-hydroxy propyl ester de I'acide docosa-4,7,i 0,16,19-penta6noique 

Les composes de type c^ramide de formule (I) peuvent Stre utilises comme des compos6s 
actife dans des compositions cosm6tiques et/ou pharmaceutiques, et plus pr6cis6ment 
dermatologiques. Ces compositions peuvent contenir de 0.01 a 90% desdits composes, de 
preference de 0.1 k 30% en poids total de la composition et pr^ferentiellement de 0.1. a 5%. 
De telles compositions peuvent contenir les v6hicules usuels et cosmetiquement acceptables 
notamment comme agent diluant, agent dispersant, agent g^lifiant, agent support de 
c6ramides, ^molUent solide, des gommes, des r&ines, des agents tensioactife, des agents de 
protection solaire, des solvents, des charges telles que I'amidon de riz, des pigments, des 
conservateurs, des huUes essentieUes, des agents antioxydants, des colorants, des pigments, 
des nacres, des parfums, des absorbeurs d'odeur, des agents rdgulateurs du pH ou des agents 
neutralisants, des dpaississants, tels que ceux habituellement utilises. 

Les compositions se pr6sentent sous une forme appropri^e a I'application sur la peau et/ou les 
phanferes telle que gel, lotion, notamment lotion capiUaire et vemis, emulsion ou dispersion, 
notamment de type huile-dans-eau ou eau-dans-huile, cr^e notamment crfeme de mascara, 
onguent, lait, mousse, batons (stick ), notamment sous forme coulee de baume k levies, rouge 
k Idvres. 

Les composes obtenus par le proc6d6 selon I'invention peuvent 8tre formulas de manidre 
similaire k ceux d^crits dans I'art antdrieur. Sans que cela ne soit limitatif, on pouira se 
reporter aux exemples de formulations foumies. 

Sous forme d'6mulsion, la composition selon I'invention contient des emulsionnants et des 
codmulsionnants habituellement utilisds par I'hommc du mdticr. Des examples 
d'emulsionnants et codmulsionnants appfoprids sont des esters d'acides gras et de polyol tels 
que le st6arate de glyceryle, des esters d'acides gras et de poly6thyl6neglycol tel que le 
stearate de PEG-20. De manifere avantageuse, la concentration en 6mulsionnant et en 
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coemulsionnant est comprise entre 0.3 et 30% par rapport au poids total de la composition, de 
preference, entre 0.5 et 5%. 

Ces compositions sont ainsi utiles pour le soin et/ou le traitement et/ou la protection de 
repiderme et/ou de ses formations (cheveux, poils, ongles. . .) chez Thomme et/ou Tanimal-En 
5 effet, en restaurant Tdquilibre lipidique cutane, elles reparent les alterations de la couche 
protectrice cutanee et controlent les pertes en eau. Elles sont done particuliferement utiles pour 
pr^venir ou r^soudre les problemes de peau tels que la secheresse, les rides et plis cutanees, 
les desquamations, les crevasses et gerfures et pour maintenir une peau souple, douce, 
hydratee et elastique et lutter centre les signes du vieillissement cutan6. Les compositions 
10 cosmetiques ou dermatologiques ne presentent aucune toxicite et ne provoquent aucune 
intolerance locale. Elles ne sont pas non plus allergisantes. 

Les exemples suivants sont pr6sent6s pour illustrer I'invention et ne doivent en aucun cas 6tre 
consid6r6s comme une limite k la portfe de Tinvention. Sauf mention contraire, les 
concentrations sont donn6es en pourcentage par rapport au poids total de composition. 

15 Dans les exemples ci-apr6s, la reaction d'amidation est efifectuee par la lipase B de Candida 
antartica, immobilisee sur support inerte utilis6e sous la forme du produit commercialise par 
la Societe Novo2yme SA sous la denomination Novozym® 435. Ce produit est thermostable, 
et pr&ente une activite optimale i 40-80''C. II a par ailleurs xme activite d'esterification 
declar6e d' environ 10 000 unites de Propyl Laurate par gramme (PLU/g) 

20 La reaction d'esterification est effectuee par la lipase de Rhizomucor miehei, immobilisee sur 
support inerte, utilisee sous la forme du produit commercialise par la Societe Novozym sous 
la denomination Lipozyme® RM IM. Ce produit presente une activite optimale de 30 a lO'^C 
et a une activite d'environ 1 50 lUN/g. 
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I . Exemple de rfaction d*amidificatio n k nartir de diff^renfs amino-alcools fl-amino 2- 
propanoh 2-animo 1-bntanol et 3- amino 1.2-propane diol) et en presence d'acide f rras 
notamment I'adde linoieiaue . 



10 



15 



Exemple 1 






Exemple 2 


HO^ 


NH 


Exemple 3 







• ^g»»p/g 1 : Synthase du (2-hvdroxv. vroDvl ) amide de I'acide octaddca-9,12-cis-cis- 
dihtotaue 

Dans un ballon de 500mL, on introduit respectivement 75,1 Ig de l-ammo-2-propanol (1 
mole) et 280,24g d'acide linoleique (1 mole). Le melange sous agitation est chaufiK a 65°C 
avant d'introduire 5g de Novozym® 435. Le milieu r^actionnel est ensuite plac6 sous 
pression r^duite (50 mbars) pour eliminer I'eau formde. 

Apres 20 heures de synthase, I'enzyme immobilis6e est 61iminee par filtration. La conversion 
de I'acide linoleique en amide est sup^rieure k 95%. Le produit obtenu se presente sous forme 
d'une cire de couleur beige. 

Le produit obtenu a 6t6 analyst par Chromatographie Liquide k Haute Performance (HPLC) 
selon la m6thode habituelle et dans les conditions suivantes : 
- . Colonne Nucleosil 100 Ci8 5 jim (250 x 2 mm) 
Gradient : 



Temps (minutes) 


Methanol (%) 


Eau (%) 


0 


85 


15 


10 • 


85 


15 


20 


100 


0 


40 


100 


0 


45 


85 


15 
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- Debit : 0,22.ml.mn'\ 

Detection : Ultra violet X^210 nm. 
Temps de retention du produit en HPLC: 1 1,98 minutes 

• Exemple 2 : SvnUikse dud-hydroxymethvl-yropyl) amide de I'acide octaddca-9J2'Cis- 
5 dienoiaue 

Dans un ballon dc 500ml, on introduit respectivement 89,1 Ig de 2-amino-l-bu1:anol (1 mole) 
et 280,24g d'acide linol6ique (1 mole). Le melange sous agitation est chaufie a 65°C avant 
d'introduire 5g de Novo2ym® 435. Le milieu r6actionnel est ensuite place sous pression 
reduite (50 mbars) pour eliminer Teau fonnSe. 
10 Aprds 20 heufes de synthase, Tenzyme est 61imin6e par filtration. La conversion de Tacide 
linoleique en amide est superieure k 95%. Le produit obtenu se pr6sente sous forme d'une cire 
de couleur beige. 

Temps de retention du produit en HPLC : 13,20 minutes 

• Exemple 3 : Svnthese duf2J'dihvdroxv-propvl) amide de Vacide octadeca-9J2'CiS'CiS'' 
15 dienoiaue 

Dans mi ballon de 500ml, on introduit respectivement 91,1 Ig de 3-aDMn6-l,2-propane diol (1 
mole) et 280,24g d'acide linoleique (1 mole). Le m61ange sous agitation est chaufiK a 65°C 
avant d'introduire les 5g de Novozym® 435. Le milieu reactionnel est ensuite place sous 
pression reduite (50 mbars) pour 61iminer I'eau formde. 
20 Aprfes 20 heures de synthase, Penzyme est 61imin6e par filtration. La conversion de Tacide 
linol6ique en amide est superieure a 95%. Le produit obtenu se pr6sente sous forme d'une cire 
de couleur beige. 

Temps de retention du produit en HPLC : 1 0,65 minutes 
IR(v, Cm"^ CH2CI2) : 3300, 2900, 2850, 1630,1545,1465. 
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n . Exemples de syntheses d^amides a partir de diff6rents esters d^acide eras en 
presence de 3'Amino 1^-propane dioL 



Example 4 
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Exemple 7 
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Exemple 10 
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Exemple 1 1 






^^^^^^^^^^^ 



• Exenwle 4 : Svntk^e duf2 3-dikvdroxv-nroDvn amide d'acide dicanotaue 

-Dans un baUon de SOOml, on introduit respectivement 91, Ug de 3-amino-l,2-propane diol (1 
mole) et 200.32g de decanoate d'6thyle (1 mole). Le melange sous agitation est chaufiF^ i 
65°C avant d'introduire 5g de Novozym® 435. Le miUeu reactionnel est ensuite place sous 
pression r6duite (50 mbars) pour eliminer I'^thanol fonn6. 

-Apres 24- heures de synthase, I'enzyme est 61iminee par filtration. La conversion du 
d&anoate d'6thyle en amide est sup6rieure k 99%. Le produit obtenu se pr6sente sous forme 
d'une cire de couleur cr^me. 

-Temps de retention du produit en HPLC : 4,47 minutes 

• Exemple 5 : Svnthese d u (2,3-dihvdroxv-DroDvl) amide d'acide dodecanoiaue 
-Comme dans I'exemple 4, dans un ballon de SOOml, on introduit respectivement 91,1 Ig de 3- 
amino-l,2-propane diol (1 mole) et 228,37g de laurate d'ethyle (1 mole). Le melange sous 
agitation est chauffe k 65°C avant d'introduire les 5g de Novozym® 435. Le miUeu 
reactionnel est ensuite plac6 sous pression r6duite (50 mbars) pour 61iminer I'ethanol form6. 
-Aprds 24 heures de synthase, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du 
dod^canoate d'6thyle en amide est sup6rieure k 99%. Le produit obtenu se pr^sente sous 
forme d'une cire de couleur crbme. 

-Tanps de retention du produit en HPLC : 5,65 minutes 

• Exemple 6 : Svntliese du f 2,3-dihvdroxv-DroDvli amide d*acide titradicanotaue 

-Dans un baUon de 500ml, on introduit respectivement 91,1 Ig de 3-amino-l,2-propane diol (1 
mole) et 256,42g de myristate d'ethyle (1 mole). Le melange sous agitation est chaufiK k 70°C 
avant d'introduire 5g de Novozym® 435. Le mUieu reactionnel est ensuite plac6 sous 
pression r^duite (50 mbars) pour 61iminer I'ethanol forme. 

-Apr6s 24 heures de synthase, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du myristate 
d'6thyle en amide est supdrieure k 99%..Le produit obtenu se pr^sente sous forme d'une cire 
de couleur cr&me. 

-Temps de retention du produit en HPLC : 8,06 minutes 
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• Exenwle 7: Svnthese du(23-dihvdro xv~DroDvn amide d'acide hexadicanoiaue 

-Dans un ballon de 500ml, on introduit respectivement 91,1 Ig de 3-ainino-l,2-propane diol (1 
mole) et 284,48g de palmitate d'^thyle (1 mole). Le melange sous agitation est chaufiK k 75°C 
avant d'introduire 5g de Novozym® 435. Le miHeu rcactionnel est ensuite plac6 sous 
pression rMuite (50 mbars) pour eliminer I'^thanol fonn6. 

-Apres 24 heures de synthase, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du palmitate 
d'6thyle en amide est sup6rieure k 99%. Le produit obtenu se presente sous forme d'une cire 
de couleur cr&me. 

-Temps de r6tention du produit en HPLC : 12,15 minutes 

• Exenwle 8 : Svnth^e d ur2.3-dihvdroxv-DroDvH amide d'acide octadicanotaue 

-Dans un ballon de 500ml, on introduit respectivement 91,1 Ig de 3-amino-l,2-propane diol (1 
mole) et 312,53g de stearate d'6thyle (1 mole). Le melange sous agitation est chaufK i 85°C 
avant d'introduire 5g de Novozym® 435. Le miUeu r6actionnel est ensuite plac6 sous 
pression reduite (50 mbars) pour 61iminer Methanol form6. 

-Apres 24 heures de synthase, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du stearate 
d'ethyle en amide est sup6rieure k 99%. Le produit obtenu se presente sous forme d'une cire 
de couleur beige. 

-Temps de retention du produit en HPLC : 19,38 minutes 

• Exemple 9 : Svnthese d u (2,3-dihvdroxv-vroDvl) amide d'acide octadec-9-cis-knoiaue 
-Dans un baUon de 500ml, on introduit respectivement 91,1 Ig de 3-amino-l,2-propane diol (1 
mole) et 310,51g d'ol^ate d'ethyle (1 mole). Le melange sous agitation est chauff^ k 65«»C 
avant d'introduire les 5g de Novozym® 435. Le milieu rcactionnel est ensuite plac6 sous 
pression rdduite (50 mbars) pour 61iminer I'etiianol form6. 

-Aprfes 24 heures de syntiifese, I'enzyme est Climinfe par filtration. La conversion de l'oI6ate 
d'6thyle en amide est sup6rieure k 99%. Le produit obtenu se pr6sente sous forme d'une cire 
de couleur beige. 

-Tanps de retention du produit en HPLC : 13,26 minutes 
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• Example 10 : Synthase du r2.3-dihvdroxv-vroDvl) amide d'acide octadeca-9J2-cis-ciS'- 
diknoiaue 

-Dans \m ballon de 500ml, on introduit respectivement 91,llg de 3-amino-l,2-propane diol (1 
mole) et 308,50g de linoleate d'6thyle (1 mole). Le melange sous agitation est chauffe a 65^C 
5 avant d'introduire 5g de Novozym® 435. Le milieu reactionnel est ensuite plac6 sous 
pression reduite (50 mbars) pour eliminer l'6thanol fomie. 

-Apres 24 heures de synthase, Tenzyme est elimin^e par filtration. La conversion du linoleate 
d*6thyle en amide est sup6rieure a 99%. Le produit obtenu se presente sous forme d'une cire 
de couleur beige. 
10 -Temps de retention du produit en HPLC : 10,37 minutes 
-IR (v, Cm\ CH2CI2) : 3300, 2900, 2850, 1630,1545,1465. 

• Exemvle 11 : SvntMs e duf2.3-dihvdroxv-DroDvl) amide d'acide 12''hvdroxv-octadeC'9'' 
enoiQue 

-Dans un ballon de 500ml, on introduit respectivement 91,1 Ig de 3-amino-l,2-propane diol (1 
15 mole) et 326,51g de ricinol6ate d'ethyle (1 mole). Le melange sous agitation est chauffe a 
65°C avant dMntroduire 5g de Novo7ym(R) 435. Le milieu reactionnel est ensuite plac6 soils 
pression reduite (50 mbars) pour eliminer Pethanol form6. 

-Aprds 24 heures de synthese, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du 
ricinol6ate d'6thyle en amide est superieure a 99%. Le produit obtenu se presente sous forme 
20 d'xme cire de couleur beige. 

-Temps de retention du produit en HPLC : 5,34 minutes 



wo 2004/108659 



25 



PCT/FR2004/001375 



m . Exemples de syntheses des composes de type c^ramides par r6action d'un ester 
d'acide eras sur rami de issu de la condensation de I'acide linoleiaue sur le 3-Ammo 1^- 
propane dioL 



Exemple 12 
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• temple 12: Synihkse du (3-decanoylo x v)-2-hvdroxv vropvl amide de I'acide octadica- 
9,12-cis-cis-dienoiaue 

-Dans un baUon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
anaide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di&aorque (1 mole) et 300,48g de d^canoate d'ethyle (1,5 
moles). Le melange sous agitation est chaufK k 65''C avant d'introduire 30g de Lipozyme® 
RM IM. Le miUeu rtactionnel est ensuite plac6 sous pression r6duite (50 mbars) pour 
^liminer T^thanol fomie. 

-Aprfes 24 heures de synthase, I'enzyme immobilis6e est elimin6e par filtration. La conversion 
du 2,3-dihydroxy-propyl amide d'acide linoleique en d€nv€ N-decanoyl6 est sup6rieure k 
93%. Le produit obtenu se pr^sente sous forme d'xme cire de couleur blanche. 
-Temps de retention du produit en HPLC : 25,35 minutes 

• Exemple 13: Synthas e du (3-dodecanovloxv)-2-hvdroxv propyl amide de I'acide 
' octadica-9,12-cis-cis-diknoiaue 

-Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di^noique (1 mole) et 342,55g de laurate d'6thyle (1,5 
moles). Le melange sous agitation est chaufiK a 65°C avant d'introduire les 30g de 
Lipozyme® RM IM. Le milieu r^actionnel est ensuite plac6 sous pression r&luite (50 mbars) 
pour 61iminer I'^thanol form6. 

-Apres 24 heures de synthase, I'enzyme est 6Umin6e par filtration. La conversion du (2,3- 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linol^iquie est sup^rieure k 93%. Le produit obtenu se 
pr^sente sous forme d'une cire de couleur blanche. 
-Temps de retention du produit en HPLC :27,28 minutes 

• Exemple 14: Svntltkse du (3-tetradica noyloxv)~2-hvdroxv prowl amide de I'acide 
octaddca-9,12-cis-cis-diknoique 

-Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octad6ca-9,12.cis-cis-didnoique (1 mole) et 384,63g de myristate d'6thyle (1,5 
moles). Le melange sous agitation est chaufiF6 k 65'»C avant d'introduire 30g de Lipozyme® 
RM IM Le milieu r6actionnel est ensuite plac6 sous pression r^duite (50 mbars) pour 
61iminer I'^thanol form6. 

-Apr^s 24 heures de synthase, I'enzypie est 61imin6e par filtration. La conversion du (2,3-. 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linol6ique est sup&ieure a 93%. Le produit obtenu se 
prdsente sous forme d'une cire de couleur blanche. 
-Temps de r6tention du produit en HPLC : 28,93 minutes 
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• Exemple IS: Synthase du (3-hexadd canovloxv)-2.hvdroxv propyl amide rfg /W//^ 
octadeca-9,12-cis-ciS'didnoiatte 

-Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di6noique (1 mole) et 426,72g de palmitate d'dthyle (1,5 
5 moles). Le mdlange sous agitation est chaufiK k 65*'C avant d'introduire les 30g de 
Lipozyme® RM IM. Le milieu r^actionnel est ensuite plac6 sous pression r&iuite (50 mbars) 
pour eliminer I'ethanol foim6. 

-Apr^s 24 heures de synthase, I'enzyme est eliminee par filtration. La conversion du (2,3- 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linol6ique est sup6rieure a 93%. Le produit obtenu se 
10 presente sous forme d'une cire de couleur blanche. 

-Temps de retention du produit en HPLC : 3 1,22 minutes 

-IR (v. Cm-'. CH2CI2) : 3300, 2900, 2850, 1695, 1630, 1540, 1460. 

• Exenwle 16: Svnthkse duf3-octa decanovloxvU2-hvdroxv propyl amide de I'acide 
octadeca-9,12-cis-cis-ditnoiaue 

15 -Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octadeca-9,12-cis-cis-di^noique (1 mole) et 468,79g de stdarate d'6thyle (1,5 
moles). Le melange sous agitation est. chauff6 a 65°C avant d'introduire les 30g de 
Lipozyme® RM IM. Le milieu r6actionnel est ensuite plac6 sous pression reduite (50 mbars) 
pour 61iminer I'ethanol form^. 

20 -Apres 24 heures de synthase, I'enzyme est eliminte par jBltiation. La conversion du (2.3- 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linol6ique est sup6rieure k 93%. Le produit obtenu se 
pr6sente sous forme d'une cire de couleur blanche. 
-Temps de retention du produit en HPLC : 33,57 minutes 

• Exemple 17: Synthese du (3-octaddca- 9-idnovloxv)-2-hydroxv propyl amide de I'acide 
25 octadeca-9,12-cis-cis-dienoiaue 

-Dans un baUon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2.3-dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di6no-fque (1 mole) et 465,76g d'ol6ate d'^thyle (1,5 
moles). Le melange sous agitation est chau£f6 k 65°C avant d'introduire les 30g de 
Lipozyme® RM IM. Le milieu r^actionnel est ensuite plac6 sous pression r6duite (50 mbars) 
30 pour 61imina: I'dthanol formfi. 

■ • 

-Apr&s 24 heures de synthase, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du (2,3- 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linol6ique est sup6rieure k 93%. Le produit obtenu se 
presente sous forme d'une cire de couleur cr^e. 
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-Temps de retention du produit en HPLC : 31,73 minutes 

• Exenwle 18 : Synth^e du (3-octadeca -9.12-cis-cis-mnovloxv)-2-hvdroxv propyl amide 
de I'acide octadeca-9,12-cis-cis-dienoiaue 

-Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
5 amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di6no\que (1 mole) et 462,75g de linoleate d*6thyle (1,5 
moles). Le melange sous agitation est chauflK k SSX avant d'introduire les 30g de 
Lipozyme® RM IM. Le milieu r6actionnel est ensuite plac6 sous pression r6duite (50 mbars) 
. povir 61iminer rsthanol form6. 

-Aprds 24 heures de synthese, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du (2,3- 
10 dihydroxy-propyl) amide d'acide linoldique est sup6rieure k 93%. Le produit obtenu se 
presente sous forme d'une cire de couleur crSme. 
-Temps de retention du produit en HPLC : 30,19 minutes 

• Exemple 19: Synthas e duf3'Octadica-12-hvdroxv-9 di&noyloxv)-2-hvdroxv propyl 
amide de Vacide octat^ca-9.12-cis-cis-diknotaue 

15 -Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-dienoi"que (1 mole) et 489,76g de ricinoleate d'ethyle (1,5 
moles). Le melange sous agitation est chaufK k 65°C avant d'introduire les 30g de 
Lipozyme® RM EM. Le milieu r^actionnel est ensuite plac6 sous pression reduite (50 mbars) 
pour 61iminer I'^thanol forme. 

20 -Apr^s 24 heures de synthese, I'enzyme est 61imin6e par filtration. La conversion du (2,3- 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linol6ique est sup6rieure k 93%. Le produit obtenu se 
pr6sente sous forme d'une cire de couleur de couleur ordme. 
-Temps de r6tention du produit en HPLC : 26,05 minutes 

• Exemple 20: Synthes e du (3-eicosa-5.8.11.14.17-Dentaenoyloxv)-2-hvdroxv propyl 
25 amide de I'acide octadeca-9,12-cis-ci5-dienoiaue 

-Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3-dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octad6ca-9,12-cis-cis-di6norque (1 mole) et 495,75g d'Icosa-5,8,1 1,14,17- 
pentatooYque 6thyl ester (1,5 moles). Le melange sous agitation est chaufK k 65°C avant 
d'introduire les 30g de Lipozyme® RM IM. Le milieu r6actionnel est ensuite plac6 sous 
30 pression r6duite (50 mbars) pour Glimmer Tethanol fonn6. 
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-Apres 24 heures de synthese, Tenzyme est 61inimee par filtration. La conversion du (2,3- 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linol6ique est superieure a 93%. Le produit obtenu se 
presente sous forme d'xme cire de couleur cr^me. 
-Temps de retention du produit en HPLC : 28,60 minutes 

5 • Exenwle 21: Svnthese du (3-docosa''4.7d0d6J9-hexaenovloxv)^2'hvdroxv prowl 
aniide de I'acide octadeca-9d2''CiS'Cis-dienoiaue 

-Dans un ballon de 1000ml, on introduit respectivement 353,54g de (2,3 -dihydroxy-propyl) 
amide d'acide octadeca-9,12-cis-cis-di6noYque (1 mole) et 534i9g de docosa-5,8,11, 14,17- 
hexafenoique ethyl ester (1,5 moles). Le melange sous agitation est chauffe k 65°C avant 
10 d'introduire les 30g de Lipozyme® RM IM, Le milieu r^actioimel est ensuite plac6 sous 
pression r^duite (50 mbars) pour eliminer TSthanol form6. 

-Apr^s 24 heures de synthese, Tenzyme est elimin6e par jfiltration. La conversion du (2,3- 
dihydroxy-propyl) amide d'acide linoldique est superieure k 93%. Le prodmt obtenu se 
pr6sente sous forme d'vme cire de couleur creme. 
1 5 -Temps de retention du produit en HPLC : 29,37 minutes 

IV . Examples de compositions cosm6tiques incorporant les composes de formules I : 
Ces preparations ont 6t6 obtenues par melange des ingredients. 

Dans les exemples et les preparations, les proportions indiqu6es sont des pourcentages en 
poids/poids total 

20 • Emulsion-Crkme kuile dans eau 



Huile min^rale 


4,00% 


Compos6 de type c6ramide de formule (I) 


0.10% 


Ceteth 10 


4,00% 


Cetyl alcohol 


4,00% 


Triethanolamine 


0.75% 


Butane-1.3-diol 


3.00% 


Gomme xanthane 


0.30% 


conservateur , , 


0.40% 

* 


Parfiim 


qs 


Hydroxy tolu&ne butyl6 


0.01% 


Eau 


qsp 100% 
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• Lotion your cheveux sees 

Compose de type ceramide selon la formule (I) 
Parfum 

Hydroxyethyle cellulose 
Ethanol absolu 
Benzoate de p-methyle sod6 
Eau deinineralis6e sterile 

• Lotion hvdratante et anti-a^e pour veaux s^ches 
Compose de type c6ramide selon la fonnule (I) 
Parfum 

Hydroxyethyl cellulose 
Ethanol absolu 
Benzoate de p-methyle. 
Eau d^mineralisde sterile 

• Lotion hvdratante et anti-ase pour veaux skches 
Compose de type ceramide selon la formule (I) 
Ethanol 

Parfum 

Conservateur 

Eau demin6ralis6e sterile 

• Lotion alcooligue pour le soin des onsles 
Compos6 de type ceramide selon la fonnule (I) 
Dim^thylsulfoxyde 

Ethanol 

Anti-oxydant 

Parfum 

Eau demineralis6e sterile 
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1.5% 

0.10% 

0.40% 

25.00% 

0.20% 

qsp 100% 

1.5% 

0,10% 

0.40% 

25.00% 

0.20% 

qsp 100% 

0.25% 
10.00% 
0.50% 
0.40 

qsp 100% 

0.20% 

10.00% 

40.00% 

0.10% 

qs 

qsp 100% 
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1. Precede de synthese de composes de type c^ramide comportant au moins une 6tape 
d'amidification eflfectu6e par renzyme de type lipase B de Candida antartica et une 6tape 

5 d'esterification, ^galement realis6e par line enzyme de type lipase, lesdits composds de type 
c6ramide etant de formule g6nerale (I) : 

t 

AG — n — Am-Alc O 1| AG' (|) 

O O 

, dans laquelle le groupement Am-Alc represente une chaine hydrocarbon6e, 
pref(6rentiellement saturee, lineaire, eventuellement ramifiee, comportant de 2 a 6 atomes de 

10 carbone, issue d'un amino-alcool ; X represente un hydrogene ou une chaine carbonee 
contenant de 1 i 4 atomes de carbone, eventuellement hydroxyl6e sur les carbones en position 
2' et/ou suivants de la fonction amine; et les groupements notes AG et AG' designent chacun 
une chaine carbonee, saturee ou insaturee, comportant de 4 & 30 atomes de carbone, issue 
d'un acide gras et/ou d'un ester d'acides gras ; les deixx: groupements AG et AG' pouvant etre 

1 5 identiques ou difiKrents. 

2. Proced6 de synthese selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la reaction 
d'amidijScation est realis6e en conditions stoechiom^triques entre un acide gras et/ou son 
ester, et un amino-alcool et k une temperature comprise entre 40 et 100°C. 

3. Proc6d6 de synthese selon Tune des revendications 1 ou 2, caract^rise en ce que 
20 Tamidifiication est efifectuee en I'absence de solvant a \me temp6rature minimale d' environ 

65°C. 

4. Precede de synthese selon Tune des revendications 1 a 3, caract6ris6 en ce que 
I'araidiJHcation est effectuee, sous un vide partiel compris entre 500 et 1 mbars, et pendant au 
moins 16heures 

25 5. Proc^de de synth6se scion Tunc des revendications 1^4, caracteris6 en ce que 
Test^rification est efTectu^e par la lipase de Rhiznmucnr miehei. 
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6. Precede de synthase selon la revendication 5, caract6ris6 en ce que la reaction 
d'est6rification est efiFectu6e avec un ratio ester d'acide gras sxir amino-alcool compris entre 1 
et2. 

7. Proc6de de synthese selon Tune des revendications 5 ou 6, caract6ris6 en ce que la 
5 reaction d'esterification est efifectu^e et k une temperature comprise entre 40 et 90°C. 

8. Proc^d^ de synthese selon Tune des revendications 5 li 7, caract6ris6 en ce que la reaction 
d'esterification est effectuee sans solvant, a une temperature minimale d' environ 65°C. 

9. Procede de synthese selon Tune des revendications 5 a 8, caract6ris6 en ce que la reaction 
d'esterification est effectuee sous xm vide partiel compris entre 500 et 1 mbars et pendant au 

10 moins 18 heures. 

10. Procede de synthese selon I'une des revendications 14 9, caracterise en ce que les 
enzymes utilis6es pour chaque etape sont immobilisees sur un support inerte. 

1 1 . Procede de synthase selon Tune des revendications 14 11, caracteris6 en ce que les 
reactions d'amidificatioh par la lipase B de Candida antartica et d'est^rification par la lipase 

15 de Rhizomucor miehei sont effectuees toutes deiix sans solvant, eventuellement 
simultanement, a une temperature minimale d' environ 65°C et sous im vide partiel compris 
entre 30 et 200 mbars. 

12. Precede de synth^s^ selon Tune des revendications 1 a 11, caracterise en ce que les 
amino-alcools sont des composes, de preference satures, lineaires, Eventuellement ramifies, 

20 comportant de 2 4 6 atomes de carbone et les acides gras et/ou esters d'acides gras ont ime 
chaine carbonee, saturee ou insatur6e, eventuellement hydroxyl6e, et contenant de 4 4 30 
atomes de carbone, de preference de 10 a 22 atomes. 



1 
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13. Precede de synthese selon Tune des reveadicadons 1 i 12, caiact6ris6 en ce que ramino- 
alcool initial possede la formule (IV): 

A" 

R3 R2 
(IV) 

, dans laquelle : 

5 - n est un nombre entier choisi panni les valeurs 1, 2, 3 et m est un nombre entier choisi panni 
les valeurs 1, 2et3. 

- X est choisi parmi Thydrogene et une chaine carbon6e contenant de 1 ^ 4 atomes de 
carbone, 6ventuellement hydroxylee sur les carbones en position 2' et/ou suivants de la 
fonction amine, 

10 - Rl est choisi parmi Thydrogdne et une chaine alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone, 
preferentiellement saturee, lin6aire, 6ventuellement ramifiee et/ou hydroxylee, 

- R2 est choisi panni Thydrogene, un hydroxyle, un groupement NH2 et une chaine alkyle 
comportant de 1 a 4 atomes de carbone, preferentiellement saturee, lineaire, eventuellement 
ramifiee et/ou hydroxylee, 

15 - R3 est choisi parmi I'hydrogdne, un hydroxyle et un groupement CH2OH, 

et dans laquelle, au moins un des groupements Rl, R2 ou R3 contient un groupement 
hydroxyle. 

14. Precede de synthese selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce que I'etape 
d*amidification est effectuee avant Tetape d'esterification. 
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